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AP-1: activator protein-1 
ARE: antioxidant response element 
COPD: chronic obstructive pulmonary disease 
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GCLC: glutamate-cysteine ligase catalytic subunit 
GCLM: glutamate-cysteine ligase modifier subunit 
GLIZ: glucocorticoid-inducer leucine zipper 
GR: glucocorticoid receptor 
GRE: glucocorticoid response element 
GSH: glutathione 
GSSG: oxidized glutathione 
HDAC2: histone deacetylase 2  
HDM: house dust mite 
HO-1: heme oxygenase-1 
IBα: inhibitor of nuclear factor-Bα 
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NF-B: nuclear factor-B 




p38MAPK: p38 mitogen-activated protein kinase 
qRT-PCR: quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction  
























































イド応答配列(glucocorticoid response element: GRE)に結合し、アネキシン-1、inhibitor of 
nuclear factor-Bα (IBα)、glucocorticoid-inducer leucine zipper (GLIZ)といった抗炎症性蛋
白を誘導する。アネキシン‐1はリン脂質からのアラキドン酸遊離の抑制によってプロスタグラ
ンジン、トロンボキサン、ロイコトリエンの誘導を抑制し[7]、IBα、GLIZは炎症誘導に関与す
る転写因子である nuclear factor-B (NF-B)[8]や activator protein-1 (AP-1)[8, 9]を抑制する
ことによって、抗炎症効果を発揮するといわれている[10-12]。また、ステロイド・GR複合体は、
DNA 上の GRE への結合を介してだけでなく、炎症性転写因子への直接的な結合、共通す
るコアクチベーターに対する競合、mRNA 合成に重要な RNA ポリメラーゼ II のリン酸化抑
































































カインによるGRβ発現の誘導、p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAPK)によるGRリ
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ン酸化に伴う GR の核内移行の阻害、GRE に対する結合能抑制[13, 58-62]、HDAC2 活性
の低下[63]、炎症性転写因子(NF-B、AP-1)の過剰発現[64]などがいわれている。GR は、
GRα と GRβの 2種類のアイソフォームが存在し、GRαは GREに結合し抗炎症性遺伝子の




た peroxynitrite が HDAC2 活性を低下させ、HDAC2 による炎症性標的遺伝子の転写活性






息の実験動物としては主にマウスが用いられ、Th2 系免疫反応を誘導しやすい BALB/c マ


































ュバントとして用いて day 0 と day 14に 100 μgの OVA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)を皮
下感作し、day 28に 10 μgの OVAを経鼻曝露した。OVA感作・曝露マウスに対して、タバコ
煙曝露群には 1日 10本(Hi-lite; Japan Tobacco Inc., Tokyo, Japan)のタバコ煙曝露を day 26
から 4日間連続で行った。タバコ煙曝露は密閉可能なプラスチック容器(7.5L)を用い、タバコ
1本あたり 7分を 1サイクルとし(3.5分; タバコ煙曝露＋酸素 3 L/min併用, 2.0分; タバコ煙
曝露のみ, 1.5分; 容器内換気)、10サイクル曝露した(Fig. 2)。ステロイド治療群には 2.5 
mg/kgのデキサメサゾンを day 29に腹腔投与し、スルフォラフェン治療群には 12.5 mg/kgの
スルフォラフェン(LKT Laboratories Inc., St. Paul, MN)を day 26から4日間連続で腹腔投与し



















8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)について Universal Immuno-enzyme Polymer 
method (Histofine Simple Stain Kit; Nichirei, Tokyo, Japan)を用いて染色を行った。8-OHdG
抗体(Japan Institute for the Control of Aging, Shizuoka, Japan)は 100 μg/mlの濃度で用いた。
3,3′-diaminobenzidine tetrahydrochlorideで発色し、Myer's hematoxylinで対比染色した。ネ




定量逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(Quantitative reverse transcription-Polymerase Chain 
Reaction; qRT-PCR)による評価 
OVA曝露 48時間後のマウスより摘出した肺組織から RNeasy Mini kit (Qiagen, Venlo, 
Netherlands)を用いて total RNA を抽出した。total RNA については、High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Applied Biosytems, Foster City, CA)にて逆転写反応を行い、
THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo, Tokyo, Japan)および及び各種プライマーを用
いて Nrf2、NAD(P)H: quinone-oxidoreductase-1 (NQO1)、glutamate-cysteine ligase catalytic 
subunit (GCLC)、glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM)、heme oxygenase-1 
(HO-1)、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)のmRNA発現レベルを評価し
た (ABI 7700 Sequence Detection System; Applied Biosystems, Foster City, CA)。結果の解
析は比較 Ct 法による相対定量により行った。コントロール遺伝子として GAPDH を用いて、
得られた結果を標準化した。 
本研究に用いた PCR primerを以下に示す。 
Nrf2: 5’-CTTCCATTTACGGAGACCC-3’, 5’-GAGCACTGTGCCCTTGAGC-3’ 
NQO1: 5’-AGCCAATCAGCGTTCGGTA-3’, 5’-GAATGGGCCAGTACAATCAGG-3’ 
GCLC: 5’-GCACATCTACCACGCAGTCA-3’, 5’-GAACATCGCCTCCATTCAGT-3’ 





GAPDH: 5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’, 5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT-3’  
 
ウエスタンブロット 
OVA曝露 48時間後のマウスより摘出した肺組織を COMPLETE solution (Roche, Basel, 
Switzerland)に浸し、ホモジェナイザーを用いて破砕した。破砕した肺組織の上清を肺破砕抽
出液とした。また、nuclear extraction kit (Invent Biotechnologies, Inc., Plymouth City, MN)を
用いて核抽出を行った。Nrf2は核抽出液を、HDAC2は肺組織の肺破砕抽出液を用いて検
出を行った。核抽出液、肺破砕抽出液はそれぞれ 30 μg相当を用いて SDS-PAGE後、
polyvinylidene difluoride (PVDF) membraneに転写した。PVDF membraneはブロッキングし
た後、一次抗体である anti-Nrf2抗体(H-300; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX)、または
anti-HDAC2抗体(C-8; Santa Cruz Biotechnology)と 4 °C下 overnightでインキュベートし、
IRDye® 680RD donkey anti-rabbit IgG (LICOR Biosciences, Lincoln, NE)、または IRDye® 
680RD donkey anti-mouse IgG (LI-COR Biosciences)で蛍光標識した。Nrf2 と HDAC2の発








(Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan)を用いてブロッキングした。一次抗体である抗 Nrf2抗体 
(H-300, 1:100 dilution; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) と 4 °C下 overnightでインキュ
ベートし、goat anti-Rabbit DyLight® 488-conjugated secondary antibody (ab96883, 1:100 
dilution; Abcam, Cambridge, England) で蛍光標識した。さらに ProLong® Gold antifade 
reagent with DAPI (P36941, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)で核染色し、蛍光顕微






GSH と GSSGの濃度を GSSG/GSH Quantification Kit (Dojindo Molecular Technologies, 
Kumamoto) を用いて測定した。 
 
Histone deacetylase (HDAC)2活性評価 
肺破砕抽出液(500 μg protein)を Dynabeads® (Thermo Fisher Scientific)、抗 HDAC2抗体 
(sc-9959, Santa Cruz Biotechnology)とともに培養し、免疫沈降法で HDAC2を抽出した。抽
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出した HDAC2の活性は Color de Lys® HDAC colorimetric activity assay kit (Enzo Life 
Sciences, Inc., Farmingdale, NY)を用いて測定した。 
 
統計学的評価 
IBM Statistical Package for Social Science (SPSS) version 24.0 (IBM Corp., Armonk, NY) 
を用いて統計学的評価を行った。データは平均値と標準誤差を用いて表示した。各群の比
較は one-way analysis of variance (ANOVA) を用いて評価した。二群間検討として t検定を
行った。データが正規分布に従わない場合、ノンパラメトリック検定として Kruskal-Wallis、
Mann-Whitney U検定をそれぞれに行った。気道過敏性試験は repeated-measures ANOVA




























は、タバコ煙曝露群で Nrf2の核内移行が増加している様子がみられた(Fig. 6A, B)。気管支
肺胞洗浄液を用いた蛍光免疫染色でも、タバコ煙を曝露することにより、肺胞マクロファージ



























































Nrf2-/-マウスにおいてはそれらの変化は認められなかった(Fig. 12A-C)。  
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[17, 28, 29, 33, 82, 83]、喫煙がどのように気道炎症を修飾するか詳細に検討した研究は多く
ない。気道炎症のフェノタイプを解析した研究では、喫煙喘息患者では非喫煙喘息患者と比
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Figure 2. タバコ煙曝露方法 
 Day 26から 4日間連続で、7.5Lの密閉可能なプラスチック容器を用いてタバコ煙曝露を行
った。タバコ 1本あたり 7分を 1サイクルとし(3.5分; タバコ煙曝露＋酸素 3 L/min併用, 2.0
分; タバコ煙曝露のみ, 1.5分; 容器内換気)、10サイクル曝露した。 
 






day 0と day 14に 100 μgの ovalbumin (OVA)を皮下感作し、day 28に 10 μgの OVAを経鼻
曝露した。OVA感作・曝露マウスに対して、タバコ煙曝露群には 1日 10本のタバコ煙曝露を
day 26から4日間連続で行った。ステロイド治療群には2.5 mg/kgのデキサメサゾンをday 29
に腹腔投与し、スルフォラフェン治療群には 12.5 mg/kgのスルフォラフェンを day 26から 4
38 
 
日間連続で腹腔投与した。OVA曝露 48時間後のマウスを用いて実験を行った。 i.n.: 








加を認めた。Day 29に 2.5 mg/kgのデキサメサゾンを投与した群では、好酸球数の有意な減
少を認めた。タバコ煙曝露によって全細胞数、細胞分画に変化は認められなかったが、デキ
サメサゾンによる改善は認められず、ステロイド反応性の低下を認めた(n = 3‐6)。 (B) OVA
曝露 48時間後にメサコリン誘導気道過敏性試験を行った。各メサコリン濃度(0, 3.1, 6.3, 
12.5, 25 mg/ml)における最大気道抵抗値を測定した。デキサメサゾン投与により、OVA感
作・曝露 Nrf2+/+マウスでは気道過敏性の改善が認められたが、タバコ煙曝露した同マウス
ではそのような改善は認められなかった(n = 6)。結果は平均±標準誤差で示す。*p < 0.05、






(A) Ovalbumin (OVA)感作・曝露野生型(Nrf2+/+)マウスにおいて、OVA曝露 48時間後に
摘出した肺組織を用いて 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)染色を行い、タバコ煙曝露
による影響を評価した。タバコ煙曝露下では、肺胞マクロファージを中心に 8-OHdGの発現
増加が認められた。Scale bar, 50 m. (B) OVA曝露 48時間後の肺組織よりRNAを抽出し、
Nrf2や標的遺伝子である heme oxygenase-1 (HO-1)、NAD(P)H:quinone-oxidoreductase-1 
(NQO1)、glutamate-cysteine ligase catalytic subunit (GCLC)、glutamate-cysteine ligase 
modifier subunit (GCLM)の mRNA発現レベルを評価した。定量逆転写ポリメラーゼ連鎖反
応(quantitative reverse transcription-Polymerase Chain Reaction; qRT-PCR)を用いて遺伝子
発現量を評価し、2-ΔΔ CT 法によって解析した。OVA感作・曝露Nrf2+/+マウスにおいてタバコ
煙曝露はNrf2、HO-1とGCLMのmRNA発現レベルを有意に増加させた(n = 3)。結果は平
均±標準誤差で示す。 *p < 0.05、**p < 0.01。CS, cigarette smoke. 
 









において、タバコ煙曝露は Nrf2の核内移行を有意に増加させた(n = 5)。結果は Lamin Bで







の核内移行を有意に増加させた(1検体あたり 100‐500cells, n = 3‐4)。結果は平均±標準誤







(glutathione; GSH)濃度、酸化型グルタチオン(oxidized glutathione; GSSG)濃度、GSH/GSSG
比を測定し、酸化ストレス/抗酸化ストレスバランスに対するタバコ煙曝露の影響を検証した。
タバコ煙を曝露した群と曝露しない群とを比較すると、タバコ煙曝露群において GSH/GSSG































果は平均±標準誤差で示す。**p < 0.01。CS, cigarette smoke; DEX, dexamethasone; RI, 
airway resistance index; SFN, sulforaphane. 
 
Figure 9. タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンによ








heme oxygenase-1 (HO-1)、NAD(P)H:quinone-oxidoreductase-1 (NQO1)、glutamate-cysteine 








ェン投与は Nrf2、HO-1、GCLCの mRNA発現レベルを有意に増加させたが、同 Nrf2
-/-
マウ
スではこれらの変化は認められなかった (n=3-6)。結果は平均±標準誤差で示す。*p < 0.05、












を有意に増加させた(n = 4‐5)。結果は Lamin Bで標準化し、平均±標準誤差で示す。**p < 
0.01。(C, D) OVA曝露48時間後に採取した気管支肺胞洗浄液のサイトスピン標本を用いて、
核内の Nrf2の発現を蛍光顕微鏡で解析した。タバコ煙を曝露した OVA感作・曝露 Nrf2
+/+
マウスにおいて、スルフォラフェン投与は肺胞マクロファージを中心に Nrf2の核内移行を有
意に増加させた(1検体あたり 100‐500cells, n = 3‐4)。結果は平均±標準誤差で示す。**p < 




















かった(B) (n = 3-5)。結果は平均±標準誤差で示す。**p < 0.01。CS, cigarette smoke; SFN, 
sulforaphane. 
 
Figure 12.  タバコ煙曝露アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるスルフォラフェンに






露およびスルフォラフェン投与による histone deacetylase (HDAC)2の発現および活性に対す











発現量は回復しなかった(n = 4-6) 。結果はβ‐actinで標準化し、平均±標準誤差で示す。*p < 














す。*p < 0.05、**p < 0.01。CS, cigarette smoke; SFN, sulforaphane. 
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Figure 6. アレルギー性気道炎症モデルマウスにおけるタバコ煙曝露による Nrf2核内移行
の誘導 
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本 学 位 論 文 で は Free Radical Biology and Medicine. 129;473-485, 2018 
(doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2018.10.400) に掲載された論文の内容を、Elsevier B.V.社
の規定にしたがって再利用している。 
 
  
